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MATERIEL BIOLOGIQUE A BASE DE LEISHMANIES E T PROCEDE 
FOUfi LA PRODUCTION PE VACCINS ANTI-LEISHMANIEN3 

L 1 invention concerne un materiel biologique a base 
de leishmanies et un procede pour la fabrication de ce 
^ materiel biologique et, a partir de celui-ci, de vaccins 
pour 1 1 immunisation de mammiferes contre des leishmanies 
ou les maladies dont elles sont la cause, les leishma- 
nioses. Biles se manifestent par des lesions cutanees, 
cutaneomuqueuses ou viscerales, qui s * echelonnent entre 
des formes benignes et les formes lethales. 

10 

Les leishmanies ont en commun d'exister sous deux 
formes distinctes, notamment les formes promastigotes et 
les formes amastigotes. Les formes promastigotes se deve- 
loppent a la temperature de 24 *C dans le tube digestif des 
^ insectes qui en sont les vecteurs, les phlebotomes, ou 
encore dans des milieux de cultures appropries. En re- 
vanche ces parasites se presentent sous les formes dis- 
tinctes, dites amastigotes (formes intracellulaires des 
leishmanies) chez les mammiferes a sang chaud auxquels le 
parasite a ete transmis, par la piqQre du phlebotome ou 
par le contact avec d'autres mammzferes deja infectes. Ces 
formes amastigotes se developpent pref erentiellement dans 
des cellules mononucleees de ces mammiferes r notamment 
dans les macrophages et monocytes. L 1 infection peut 
egalement etre provoquee dans de telles cellules mainte- 

25 

nues en culture et a la temperature du corps du mammifere 
dont elles sont issues, notamment a 38 ± 2*C, L 1 infection 
peut £tre induite experimentalement soit dans des cellules 
de ce meme mammifere, soit dans des cellules d'un autre 
animal d 1 experience! par exemple la souris. 

30 

La grande diversity des leishmanies a ete rappelee 
dans la demande de brevet europeen n* 85904647.6/0197062. 
Neanmoins il a ete montre dans cette demande que les 
dif f erentes especes de leishmanies possedaient des 
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determinants antigeniques communs permettant la prepa- 
ration de compositions de vaccins _ susceptibles d'exercer 
un effet protecteur An vivo contre ces diverses especes, 
en d 'autres termes d 1 induire chez 1 'note auquel ils 
peuvent <£tre administrds 1 ' acquisition d ' une immunite 
globale, par consequent egalement une protection globale 
contre les differentes leishmanioses cutanees, 
cutaneomuqueuses et viscexales de l*Ancien et du Nouveau 
Monde . 

La demande de brevet europeen decrit egalement des 
anticorps monoclonaux capables de reconnaitie ces anti- 
genes communs et un precede de selection des hybridomes 
secreteors de ces anticorps monoclonaux. On rappelle que 
ceux-ci sont caracterises ■ par leur capacite a inhiber 
1' infection de cellules sarcomateuses par les formes 
promastigotes de une ou plusieurs especes de Leishmania, 
lorsque ces cellules sarcomateuses sont mises en contact 
avec lesdites formes promastigotes pre-incubees avec ces 
anticorps monoclonaux dans des conditions qui, en 1* ab- 
sence desdits anticorps monoclonaux, conduiraient a une 
preparation parasitaire elevee dans lesdites cellules. 

Deux hybridomes capables de secreter de tels 
anticorps monoclonaux ont ete deposes a la Collection 
Nationale de Cultures de Micro-organismes de I'Institut 
Pasteur de Paris (CNCM) , respectivement sous les n* 1-344 
et 1-345, le 1er octobre 1984. Ces anticorps monoclonaux 
se sont reveles capables d* inhiber le cycle devolution 
des leishmanies An vivo . lis ont egalement permis d' iden- 
tifier des antigenes de poids moleculaires 113, 70 et 40 
kilodaltons (JcDa) susceptibles de conferer une immunite 
globale susmentionnee a des hdtes vaccines. 

On a egalement decrit dans cette demande de brevet 
europfeen des fractions antigeniques, denommees F 2 , F^ et 
F^ r qui ont ete obtenues a partir de lysats de J±^ infan- 
tum . Ces fractions r contiennent des proteines comprises 
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dans des plages de poids moleculaires , respectivement de 

94-67 kDa, 

30-30 kDa et 

inferieures a 20 kDa, 
Ces fractions ont determine un etat d 1 immunoprotection 
contre plusieurs especes de leishmanies, chez des souris 
BALB/c et C57B&/6 auxquelles elles avaient ete preala- 
blement injectees. 

Ces fractions immun is antes avaient ete obtenues 
par electrophorese preparative sur gel d'acrylamide de 
lysats de promastigotes de infantum , responsable de 
leishmaniose viscerale. II a ete montre que des fractions 
d'antigenes {PM *> 94-67 kDa) derivant de major 
(responsable de leishmaniose cutaneomuqueuse ou cutanee) 
etaient aussi efficaces que ceux de infantum pour 

induire une immunoprotection dans un modele murin, 

La technique par electrophorese preparative sur 
gel d'acrylamide presente un certain nombre d'inconve- 
nients : d f une part, les antigenes isoles peuvent contenir 
de 1 'acrylamide, substance qui, a forte dose et sous forme 
non polymerisee, est potentiellement neurotoxique ; 
d' autre part f la methode n'est pas assez productive pour 
la preparation de vaccins & l'echelle industrielle, 

En outre les promastigotes de JL. infantum , ayant 
fourni les lysats a partir desquels ont ete obtenues les 
fractions F^, F^ et F gI avaient ete obtenus a partir de 
cellules sarcomateuses *TG180 H decrites par SARTOR ELLI 
A.C. et BOTH B.A, (1961), Federation Proceedings, 2Q t 
156-159* Les conditions de cette production et de l'iso- 
lament des leishmanies decrites ont ete decrites par I*. M- 
0NJ0UR et Coll, dans I'article intitule "Rapid, Large- 
Scale Production and Isolation for Leishmania Amasti- 
gotes" , Annals of Tropical Medicine Parasitology (1984), 
1£, 423-425, 

Or l'on sait les reserves que suscitent chez les 
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cliniciens et les responsables de la Sante Publique, des 
principes actifs de medicament obtenus a partir de cel- 
lules tumorales, meme lorsque l'on peut etablir que la 
purification de ces principes actifs a £te poussee a 
1 1 extreme . A 1 1 inconvenient qui precede, il s'en ajoute 
encore un autre : le caractere souvent non reproductible, 
tant en composition qu'en activite immunogene des frac- 
tions obtenues d partir de promastigotes co-cultivees avec 
ces cellules sarcomateuses . 

Le but de 1' invention est done de fouxnir des 
moyens et un procede permettant de remedier aux incon- 
venients qui ont ete mentionnes, plus particulierement de 
fournir des milieux constituant autant de sources d'anti- 
genes protecteurs, qui soient essentiellement exempts des 
constituants critiques susmentionnes et qui, de plus, 
permettent la production d'antigenes ayant des composi- 
tions et activites essentiellement reproductibles , 

Le caractere reproductible des compositions et des 
activites des antigenes vaccinants a ete acquis grace a 
une premiere disposition de r invention, en traitant une 
matiere premiere constitute par une population de leishma- 
nies dont la totalite des parasites etaient virulents ou 
infectieux a 1 1 egard de cultures cellulaires normalement 
sensibles et provenant d l un mammifere lui-meme sensible a 
1 1 infection par ces leishmanies, En d'autzes termes, ces 
populations de leishmanies sont depourvues des proportions 
tres variables de leishmanies ayant perdu leur caractere 
de virulence, que l'on observe dans les cultures classi- 
ques de ces parasites, 

h * invention concexne done plus particulierement un 
materiel biologique pour la production de vaccins anti- 
leishmaniens comprenant une population de leishmanies 
repondant aux conditions qui viennent d'etre indiquees. 

L 9 invention fournit egalement un procede de pro- 
duction d'un tel materiel biologique, ce procede etant 
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caracterise par 1 * incubation d*une culture de cellules 
provenant normalement du meme mammifere que le mammifere 
auguel les vaccina antileishmaniens sont destines, 
notamment de macrophages ou de monocytes, en presence 
d'une population de leishmanies pathogenes a I'egard de ce 
mammifere dans des conditions et a une temperature, 
notamment de 37 a 39 'C, autorisant 1' infection des 
cellules de cette culture par ces leishmanies, la 
separation du milieu de culture et le lavage des cellules 
pour assurer 1 ' elimination de toutes leishmanies 
extracellulaires, la recuperation des cellules contenant 
pxatiquement exclusivement les cellules infectieuses a 
l'egard du mammifere concerne, et l'amenee de ces cellules 
a une temperature, notamment par congelation, permettant 
la conservation des parasites infectieux. 

Un tel materiel biologique est done constamment 
disponible a 1'emploi. Les parasites peuvent etre recu- 
peres, notamment apres decongelation et f le cas echeant, 
apres un traitement complementaire de rupture ou de lyse 
des cellules. Ces parasites peuvent ensuite etre mis en 
culture, notamment a des fins d 'amplification, dans des 
conditions et sous une temperature, notamment de 1'ordre 
de 24 *C, permettant leur multiplication a 1 1 etat promas- 
tigote. Cette culture peut etre effectuee, soit dans un 
milieu cellulaire, soit dans un milieu acellulaire. 

II a ete constate que, selon 1 'invention, il 6tait 
possible d'obtenir, a partir de ces populations de leish^ 
manies ainsi selectionn§es et apres lyse de celles-ci, des 
fractions vaccinantes actives dans les m£mes plages de 
poids moleculaires que celles qui ont ete evoqu£es dans la 
demande de brevet europeen identifies plus haut. Ces frac- 
tions actives sont accessibles par tout procede de separa- 
tion physique de constituants d* apres leur poids molecu- 
laire, par exemple par filtration sur des tamis molecu- 
laires choisis selon les gammes de poids moleculaires a 
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separer a partir du milieu initialement traite, 

IX sera remarque que dans le precede selon 
1' invention, qui a ete decrit plus haut, la selection est 
operee au niveau de la capacite des leishmanies virulentes 
a infecter les cellules mises en oeuvre et de 1* elimina- 
tion des cellules non inf ectantes , En d 1 autres termes , la 
population de leishmanies selon 1 1 invention est 
essentiellement constitute de leishmanies derivees de 
formes intracellulaires ou amastigotes de leishmanies. 11 
peut encore etre mentionne que la purete des populations 
de parasites conformes A I 1 invention peut etre verifiee 
par leur capacite a penetrer dans des cellules sensibles 7 
lorsque ces parasites sont incubes au contact de ces 
cellules, dans des conditions autorisant cette infection, 
notamment a une temperature de 37 a 39 *C. Le caractere 
infectieux ou virulent des leishmanies des materiels 
biologiques de 1 1 invention est encore caracterise par la 
capacite de ces leishmanies a penetrer dans des monocytes 
en culture, notamment lorsqu'elles sont a 1 ' etat promas- 
tigote. On remarquera d'ailleurs que ces tests constituent 
egalement autant de moyens permettant, le cas echeant, de 
repurifier la population de leishmanies ulterieurement a 
la raise en oeuvre pour la production de vaccins, puisque 
celles des leishmanies qui auraient eventuellement perdu 
leur caractere de virulence pourraient a 1' occasion de ces 
tests £tre eliminees, par simple lavage des cellules in- 
f ectees . 

Les cellules ainsi inf ectees constituent I'une des 
formes preferees du materiel biologique selon 1 1 invention * 
II peut <§tre conserve a 1 1 etat congele r par exemple dans 
1 'azote liquide ou le dioxyde de carbone liquide, le cas 
echeant en presence de proportions adequates d'un agent de 
conservation, tel que la glycerine ou le dimethyl-sulf o~ 
xyde, dans des conditions bien connues de l'homme du me- 
tier. Bien entendu, les lignees cellulaires utilisees pour 
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ces cultures devront <§tre constitutes par des lignees de 
sujets sans antecedents leishmaniens et depourvues de tout 
autre antigene indesirable , pax exemple de 1 * antigene 
d'enveloppe du virus de 1' hepatite B, d'antigenes et/ou 
d'anticorps anti-HXV, 

L 1 invention concerne naturellement aussi toute 
autre forme de materiel biologique contenant lesdits pa- 
rasites. Ce materiel biologique peut etre constitue par 
les parasites a 1 ' <§tat purifie, lesquels peuvent even- 
tuellement £tre conserves sous forme refrigeree, le cas 
echeant en presence de proteines assurant leur conser- 
vation. II peut encore etre constitue par le milieu 
cellulaire dans lequel il aura ete cultive a 1 ' etat 
promastigote (notamment a une temperature de 24*C), dans 
le but d'en fabriquer des quantites plus iiaportantes . Bien 
entendu le materiel biologique peut encore etre constitue 
par un milieu acellulaire contenant les agents nutritifs 
adequats permettant la multiplication des parasites dans 
un milieu acellulaire. Des examples de tels milieux sont 
indiques de f aeon non limitative " dans les exemples 
envisages plus loin. 

Les parasites recuperet a partir de ce materiel 
biologique peuvent ensuite etre lyses, par exemple dans 
les conditions qui ont £te indiquees dans la demande de 
brevet europeen. Une fraction, dont les caracteristiques 
d'efficacite immunogene se revelent particulierement ho- 
mogenes pour tous parasites appartenant au genre Leish- 
mania, est constitute par les fractions de poids mole- 
culaires contenus dans la plage de 94 JcDa a 67 kDa, et ce 
quelle que soit la nature du parasite mis en oeuvre. 

A cet egard r il convient de remarquer que 1 1 in- 
vention s 1 applique egalement a la production de fractions 
vaccinantes obtenues a partir de melanges de parasites 
appartenant a des especes differentes. 

De meme 1 J invention permet la preparation d f autres 
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fractions immunogenes efficaces, notamment par separation 
a partir de lysats de populations de leishmanies conformes 
a X' invention des poids moleculaires contends dans la 
plage de 20 kDa a 30 kDa ou encore de fractions dont les 
poids moleculaires ne depassent pas 20 kDa, 

I, 'invention met par consequent a la disposition 
des specialistes un materiel biologique pouvant etre 
utilise en tant que stock normalise ou standard de 
leishmanies dans des lignees cellulaires depourvues de 
tout caractere tumorigene. IX est naturellement clair que 
le choix des lignees cellulaires utilisees doit normale- 
rcent provenir du meme mammifere que celui qui est a vac- 
ciner r par exemple monocytes ou macrophages de chien, dans 
le cas de la vaccination canine, ou monocytes humains, 
dans le cas de la vaccination humaine. 

I,a qualite de X * immunoprotection qui peut etre 
obtenue a l'aide de fractions d'antigene obtenues a partir 
de telles populations de leishmanies sera illustree dans 
les exemples qui suivront, 

Selon un autre aspect encore de 1 * invention, 
celle-ci peut £tre mise en oeuvre pour evaluer I'effica- 
cite d'une vaccination antileishmanienne chez un mammi- 
fere, tel que l'homme ou le chien, ce precede etant ca- 
racterise par la mise en contact avec des leishmanies in- 
fectieuses de cellules prelevees chez le mammifere vac- 
cine, ces ceiluXes 6tant choisies parmi celles, notamment 
macrophages ou monocytes, qui seraient sensibles a 1* in- 
fection en cas de vaccination inefficace, dans des con- 
ditions et a. une temperature qui autoriseraient norma le- 
ment X" infection de ces cellules, et par la detection dans 
ces cellules de la presence d r une infection par lesdites 
leishmanies . 

L * absence de detection d'une infection dans les 
cellules demontre alors une immunoprotection satisfai- 
sante, tandis que la detection d'une infection demontre 
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1 'inefficacite de la vaccination effectuee anterieurement . 

B'autres caracteristiques de 1 4 invention apparax- 
tront encore au cours de la description qui suit a 'exam- 
ples d'obtention du materiel biologique selon l f invention 
et des conditions dans lesquelles il peut etre utilise. II 
va de soi que ces examples ne revetent aucun caractere 
limitatif. On remarguera en particulier que le precede 
selon 1* invention peut etre mis en oeuvre avec toutes 
autres especes de leishmanies, en particulier celles qui 
ont ete identifiers de facon plus specifique dans la 
susdite demande de brevet europ£en. 
JEEEMFfrE J 

1 - Production de cultures de monocytes parasites 
1.1. 2 volumes de sang preleves sur heparine sont 
melanges avec 2 volumes de milieu RPMI 1640 <+ gentarayci- 
tie), puis deposes sur 2 volumes d'un milieu de Ficoll- 
metrizoate, places dans un tube conique. La couche de 
cellules mononuclees est recueillie apres une centrifu- 
gation a 900 g pendant 20 minutes, a temperature ambiante 
et les cellules sont lavees 3 fois en £PMI (3 x 900 g/7 
minutes) * 

Elles sont ajustees ensuite a une concentration de 

5 

2 x 10 . cellules pi de KPMI et ensemencees dans une bolte 
de P£tri (dimensions de 35 x 10 mm) en piastique. 

£n variante, a des fins experimentales et si 1'on 
utilise des souris, on injecte 5 ml de RPMI dans la cavite 
peritoneale de ces animaux, Apres aspiration, le liquide 
obtenu est depose dans un tube contenant 2 a 5 ml de RPMI. 

3 centrifugations et lavages permettent de recueillir un 
culot de cellules dont 2 x 10 5 a S x 10 5 seront reparties 
dans une boite de Petri en plastique* 

1.2. Quelle que . soit la variante initialement 
adoptee, on ajoute alors 1 ml de RPMI et 1'on soumet le 
contenu des boltes a une incubation a 37*C pendant 2 
heuxes, dans une atmosphere contenant 5 % de CO 2 , en 
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1 * absence de serum. L * adherence des monocytes est alors 

obtenue* Le surnageant est alors elimine et la couche 

cellulaire lavee 2 fois avec du RPMI. 

1*3. 2 ml de RPMI, additionne de 20 % de serum de 

veau foetal inactive CSVF), sont alors ajoutes dans la 

bolte, placee A l'etuve a CO 2 (5 % CO 2 } a 37 *C pendant 48 

heures, Apres 2 lavages de la couche de monocytes en RPMI 

5 

et 1'adjonction de 2 ml de RPMI + 20 % SVF contenant 10 
promastigotes, 1 4 infection des cellules est evaluee apres 
4, 24 t 48 et 72 heures, par exemple par observation au 
microscope des cellules prealablement colorees avc une 
solution de May-Grunwald-Giemsa . Les promastigotes extra- 
cellulaires ont auparavant ete totalement elimines par 
plusieurs lavages en RPMI , 

1,4. Les monocytes parasites (formes amastigotes) 
et non parasites sont alors decolles a l'aide d f une 
spatule souple {"rubber policeman") ou par congelation - 
decongelation instantanee. lis sont aliquotes et congeles 
dans une solution a 10 % de glycerol (technique classi- 
que) . 

A la demande r les cellules sont decongelees et 
deposees dans un milieu RPMI additionne de 10 % de SVF 
{100 UI penicilline/ml / 100 mG streptomycine/ml ) \ les 
parasites (formes promastigotes) issus des monocytes se 
multiplient en culture pendant 7 jours a 24*C. 

Apres centrif ugation et lavages pour eliminer les 
residus cellulaires, un repiquage des formes promastigotes 
actives, en milieu RPMI + 10 % SVF (24 'O, permet d'obte- 
nir apres 8 & 12 jours, centrif ugations et lavages, le 
stock de leishmanies necessaires a la preparation au 
vaccin. 

2. FrotocoXe 'eytyftction <3es antjgenes jgjptoa- 

fiift&fi iMMni.s.ants 

2.1. Parasites : freishmania infantum outoute 
autre espece de leishmanie* 
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2,2. Promastigotes : obtenus a partir de la me- 
-thode decrite ci-dessus (choix de macrophages ou monocytes 
de souris, de chien ou d ' homme en fonction de l'espece a 
vacciner ) . 

2-3. Preparation du lysat parasitaire : 

Promastigotes laves 3 fois en tampon PBS sterile. 

Lyse de 100 mg (dosage des proteines) de culot 
parasitaire dans 2 ml du tampon suivant : 

NP 40 0,5 % (v/v) 

SDS 1 % (p/v) 

Aprotinine 100 V/ml 

EDTA 5 mM 

PMSF (phenyl-methyl- 
sulf of luorure) S mK 

Agitation a 4 C pendant 15 minutes. 

2.4. Sonication : 

3 sonications de 30 secondes avec une pause de 
meme duree entre chaque sonication, le lysat etant 
maintenu a 0*C. 

Centrifugation 5,000 g x 2 C x 10 minutes. 

2.5. Preparation pour la chromatographic : 

Aux 2 ml de surnageant de lysat, on ajoute 1 ml 
d'un tampon ; 

KP 40 0,5 % 

Dithiothreitol 60 mM 

EDTA 5 mM 

PMSF 5 mM 

he melange est incube a 100*C pendant 5 minutes, 
puis immedia-tement refroidi a 4*C avant d'etre depose sur 
une colonne de chromatographic remplie avec le tamis mo- 
leculaire commercialise sous la designation 5EPHADEX G150 
(marque enregistree) . 

2*6, Chroma tographie de partition sur gel de 
SEPHADEX G 150. 

Le gel de SEPHADEX est equilibre dans le tampon 
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suivant 
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4 M 
50 mM 

5 mM 
5 mM 
100 0/ml 
5 mM 

vitesse d'elution de 3 



un V e /Vo 1,22 + 0,10 



uree 

Tris-HCL, pH 8,0 
DTT (dithiothreitol) 
EDTA 

Aprotinine 
PMSF 

Chroma tographie a 4"C 

2 

ml/cm /h. 

L 1 eluat xecueilli avec 
Cdensite optique 280 nm) est designe LiUF2. II contient 
essentiellement les antigenes de poids ' moleculaire 94-67 

kDa extraits des parasites. 

2.7. Dialyse et concentration : 

La fraction LiUF2 est dialysee contre 100 volumes 
de tampon : 

EDTA 5 mM 

PMSF 0,1 BlM 

a 4*C pendant 24 a 36 heures, puis lyophilisee. 

2.8. Dosage des proteines : 

A 2 'aide du reactif connu sous la designation BCA 
(Pierce Chem. , R0CKF0RD, Illinois, USA) . 

2.9. Variantes : 

a) Chromatographie comme ci-dessus d'un lysat, 
mais non prealablement incub6 a 100*C x 5 minutes. 

b) Chromatographie sur SEPHADEX G 150 equilibre 
dans le tampon suivant : 



Deoxycholate de Na 
TrisHCl, pH 8.0 
DTT 

EDTA 

Aprotinine 
PMSF 



0,5 % 
50 mM 

5 mM (ou 2-mercapto- 
ethanol 1 %) 

5 mM 
100 U/ml 
5 ibM 
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3 . Mise en Evidence du po uvoir immunoaene des 
f r a c t i on s_ap td g eni gu e s seXon i' invention. 

Le pouvoir immunogene de. L1UF2 a ete mis en evi- 
dence dans les conditions suivantes, 

Un gxoupe de 6 souris BALB/c r femelles, agees de 9 
semaines au debut de 1 ' experience t a ete immunise a trois 
reprises, a 14 jours d'intervalle, par voie sous-cutanee 
avec 2 pg de LiUF2 (dose/souris/in jection individuelle) 
associe a 50 *jg de N-acetyl-muramyl L-alanine D-isogluta- 
mine (MDP, Laboratoires CHOAY f Paris). 

Un mois apres la derniere immunisation , les souris 

immunisees et des series temoins ont ete infectees par 
4 

1.10 promastigotes de fr. maior (MRHO/SU/59/NealP) , selon 
la designation figurant dans le catalogue de 1' Organisa- 
tion Mondiale pour la Sante : OMS) inoculees par voie 
intra-dermique a. la racine de la queue, 

Trente jours apres le challenge infectieux, 1 
souris sur 6 immunisee avec 3x2 \ig de LiUF2, avait 
developpe des lesions specifiques (controles : 23/303 . 

Au 120eme jour post-infection , 27 des 30 souris 
temoins etaient infectees, alors que 5 des 6 souris du 
groupe immunise avec L1UF2 se sont averees etre comple- 
tement protegees. 

L'immunite de protection peut etre mise en evi- 
dence en mettant en oeuvre les tests d * appreciation de 
1 1 immunoprotection elabores ou appliques par l'equipe a 
laquelle les inventeurs de la presente invention appar- 
tiennent et connus , par leurs publications , sous les 
designations "test LRI" ou "test du type Winn" ( "LRI-test, 
Winn-type-assay ) . lis peuvent apporter une reponse soit 
approximative (LRI-test), soit a moyen terme superieure a 
2 mois (Winn-type-assay) r sur I'efficacite d'une vaccina- 
tion anti-leishmanienne* 

L* invention a egalement permis la mise au point 
d f une nouvelle epreuve d" evaluation de la protection 
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post-vaccinale , qui discximine parfaitement la qualite de 
1 1 immunisation . La nouvelle metttode d 1 Evaluation de 
1 'immunoprotection est illustree dans 1' example II qui 
suit, 

EXEMPT 11 i 

Les conditions de mise en oeuvre de la methode 
d' evaluation de 1 * immunoprotection selon 1 1 invention sent 
tres proches de celles decrites dans l'exemple I, si ce 
n'est que les cellules mononucleees utilisees pour la 
production dans I'exemple I sont ici remplacees par des 
cellules mononucleees <2.10 5 macrophages ou monocytes) des 
sujets immunises - ou de temoins, 

Le mode d'obtention des monocytes, leur mise en 
adherence en boltes de Petri et le protocole d' infection 
ulterieur par les formes promastigotes sont les mimes, si 
ce n'est que 1 'operation d 1 incubation a 37 *C, precedant 
1 1 infection par les promastigotes est avantageusement 
faite sur des boltes dans lesquelles auront au prealable 
ete ajoutees les memes , si ce n'est que 1 'operation 1 ml 
de RP&I contenant 5 \ de serum non decompiemente des su- 
jets vaccines (ou des sujets sains t en ce qui concerne les 
temoins) - en lieu et place des 2 ml de RPMI additionne de 
20 % de SVF utilises au point 1.3 de I'exemple I . 

L l infection ou non des macrophages-monocytes par 
les promastigotes est alors verifiee 4 et 48 heures apres 
le depdt des parasites dans la culture cellulaire. 

Si 1* immunoprotection est acquise, aucune forme 
amastigote n'est observee dans les cellules colorees au 
May-Grunwald-Giemsa. Deposees secondairement en milieu de 
culture RPMI / SVF, l'effet protecteur est confirme par 
l f absence de promastigotes apres 7 jours. 

En revanche, les monocytes-macrophages des sujets 
sains, non vaccines ou mal vaccines, renferment des di^ 
zaines d 1 amastigotes evoluant secondairement en promas- 
tigotes apres mise en culture classique. 
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Ce protocol e d* evaluation de 1 ' imnmnopxotection 
est particulierement avantageux pour 1 ' exploration rapide 
du succes ou de l'echec d'une vaccination antileishma- 
nienne - 
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REVENDI CATIONS 

1 . Materiel biologique pour la production de 
vaccins anti-leishmaniens comprenant une population de 
leishmanies , caracterise en ce que la total ite des 
leishmanies de cette population sent inf ectieuses a 
1'egard de cultures cellulaires normalement sensibles a 
1'egard de ces leishmanies. 

2. Materiel biologique selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu'il est constitue par une culture de 
cellules infectees par lesdites leishmanies, le cas 
echeant congelees, lesdites cellules provenant normalement 
du mime mammifere que le mammifere auquel les vaccins 
antileishrnaniens sont destines, 

3. Materiel biologique selon la revendication 2, 
caracterise en ce que lesdites cellules sont des monocytes 
ou des macrophages. 

4. Materiel biologique selon la revendication 1 r 
caracterise en ce que cette population de leishmanies est 
sous forme promastigote . 

5. Materiel biologique selon la revendication 4, 
caracterise en ce qu'il comporte egalement un milieu 
acellulaire de culture ou de conservation pour ces pa~ 
rasites. 

6. Procede de production d'un materiel biologique 
pour la production de vaccins antileishrnaniens, caracte- 
rise par 1' incubation d r une culture de cellules provenant 
normalement du meme mammifere que le mammifere auquel les 
vaccins antileishrnaniens sent destines, notamment de 
macrophages ou de monocytes , en presence d'une population 
de leishmanies pathogenes a 1'egard de ce mammifere dans 
des conditions et a une temperature, notamment de 37 a 
39*C, autorisant 1* infection des cellules de cette culture 
par ces leishmanies r la separation du milieu de culture et 
le lavage des cellules pour assurer 1 ' elimination de 
toutes leishmanies extracellulaires , la recuperation des 
cellules contenant pratiquement exclusiveraent les cellules 
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infectieuses & 1 * egard du mammifere concern e r et l'amenee 
de ces cellules a une temperature r notamment par congela- 
tion, permettant la conservation des parasites infectieux. 

7. Procede selon la revendication 6 f caracterise 
5 par la recuperation des parasites, le cas echeant apres un 

traitement de rupture ou de lyse des cellules , et par la 
mise en culture des parasites issus des cellules, dans des 
conditions et sous une temperature t notamment de l'ordre 
de 24" C f permettant leur multiplication a l l etat promasti™ 
10 gote. 

8. Application des parasites leishmaniens a la 
production d ' un vaccin antileishmanien par lyse des 
parasites et par recuperation, a partir des lysats de ces 
parasites, de fractions de molecules dans des plages de 

■j 5 poids moleculaires contenant des antigenes susceptibles 
d'etre reconnus par des anticorps monoclonaux antileish- 
mania, eux-memes caracterises par leur capacite a inhiber 
1' infection de cellules sarcomateuses par les formes 
promastigotes de une ou plusieurs especes de Leishmania, 

20 lorsque ces cellules sarcomateuses sont mises en contact 
avec lesdites formes promastigotes pre-incubees avec ces 
anticorps monoclonaux dans des conditions qui, en l r ab- 
sence desdits anticorps monoclonaux, conduiraient a une 
parasitemie elevee dans lesdites cellules . 

25 9. Application selon la revendication 8, carac- 

terisee par la recuperation des fractions de poids mole- 
culaires contenus dans la plage de poids moleculaires de 
94 a 67 kDa. 

10, Application selon la revendication 8, carac- 
30 terisee par la recuperation des fractions de poids mole- 
culaires contenus dans la plage de poids moleculaires de 
20 a 30 kDa. 

11, Application selon la revendication 8, carac- 
terisee par la recuperation des fractions de poids mole™ 

35 culaires contenus dans la plage de poids moleculaires 
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inferieurs a 20 kDa. 

12, Procede devaluation de 1 ' eff icacite d'une 
vaccination antileishmanienne chez un mammifere, carac- 
terise par la raise en contact avec des leishmanies in- 
fectieuses de cellules prelevees chez le mammifere vac- 
cine, ces cellules etant choisies parmi celles ? notamment 
macrophages ou monocytes , qui seraient sensibles a 
1' infection en cas de vaccination inefficace, dans des 
conditions et a une temperature qui autoriseraient nor- 
malement 1' infection de ces cellules, et pa-r la detection 
dans ces cellules de la presence d'une infection par les- 
dites leishmanies. 
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